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SCIENTIFIC ARTICLE
Analysis of the Acute Cytotoxic Potential of Bupivacaine 
and 50% Enantiomeric Excess Bupivacaine (S75-R25) 
Incorporated into Microspheres in Rat Sciatic Nerves
Pedro Paulo Tanaka 1, Maria Fernanda Torres 2, Sergio Bernardo Tenorio 3
Summary: Tanaka PP, Torres MF, Tenorio SB – Analysis of the Acute Cytotoxic Potential of Bupivacaine and 50% Enantiomeric Excess Bupiva-
caine (S75-R25) Incorporated into Microspheres in Rat Sciatic Nerves.
Background and objectives: The duration of Local Anesthetic (LA) effects can be expanded by its incorporation into systems of sustained re-
lease microspheres. However, the possibility that LA sustained release systems are neurotoxic has not received due attention in literature. The 
objective of this study was to investigate the effects of pure microspheres of poly(lactic-co-glycolic acid), filled with 50% enantiomeric excess 
bupivacaine or bupivacaine (BP), as well as the effects of 50% enantiomeric excess bupivacaine in the sciatic nerve of Wistar rats.
Methods: The rats were allocated into four groups according to the evaluation time (two, four, six, and eight days) and nominated according to 
the injected solution on the sciatic nerve: Microspheres with 50% Enantiomeric excess Bupivacaine (MEB), Microspheres with Bupivacaine (MB), 
Pure Microspheres (PM), and 50% Enantiomeric excess Bupivacaine (EB).
Results: In semi-fine histologic sections, no regular homogeneous distribution of collagen fibers in the endoneurium or degenerative changes 
of axons and myelin sheaths were observed. In ultrathin sections, we found myelinated axons and normal Remak fibers with axoplasm showing 
homogeneous distribution of neurofilaments and microtubules. Histomorphometric analysis of axons revealed no significant difference between 
the axon diameters of the studied groups.
Keywords: Anesthetics, Local/toxicity; Bupivacaine; Microscopy, Electron, Transmission; Microspheres; Rats; Stereoisomerism.
©2012 Elsevier Editora Ltda. 
INTRODUCTION
Administration of Local Anesthetic (LA) directly on nerves or 
nerve trunks to block the perception of pain by the patient 
is an effective technique. The physiological mechanisms of 
neurotoxicity caused by LA have been related to inhibition of 
axonal transport, destabilization of the axonal cytoskeleton, 
axonal degeneration, and neural ischemia 1. However, few 
studies have described the mechanism responsible for the 
injury and if injury is caused directly or indirectly by LA.
Some authors 2 have shown that higher concentrations of 
lidocaine and bupivacaine (BP) promote longer-lasting block-
ade of the sciatic nerves of rats; however, these concentra-
tions are clearly neurotoxic in histopathological analysis. 
These results suggest the existence of a relationship between 
prolonged anesthesia and neurotoxic damage.
Studies have investigated the pharmacokinetics and phar-
macodynamics of acute intoxication caused by LA and, al-
though there are reports in literature on neurotoxicity 1, there 
are no in vivo experimental studies on the use of Micro-
spheres with 50% Enantiomeric excess Bupivacaine (MEB) 
(S75-R25), as well as on the morphological evaluation of this 
anesthetic neurotoxic effects by Optical Microscopy (OM) or 
Transmission Electron Microscopy (TEM).
This study aimed to investigate the cytotoxic effects 
on the sciatic nerve of Wistar rats of pure microspheres of 
poly(lactic-co-glycolic acid), filled with 50% Enantiomeric ex-
cess Bupivacaine (EB) (S75-R25) and BP, as well as 50% EB 
(S75-R25).
METHODS
The research population consisted of 16 male Wistar rats, ap-
proximately three months old and mean weight of 300 g, from 
the Animal Facility of the Universidade Positivo. Throughout 
the study period the animals were maintained in a room (av-
erage temperature 22oC) with a photoperiod of 12 hours and 
free access to water and food. This project was approved by 
the Animal Experimentation Ethics Committee at the Univer-
sidade Positivo.
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The experiments were conducted in a quiet environment 
and performed by the same investigator who was blinded to 
the drug injected. The rats were allocated into 4 groups of 4 
animals named according to the injected solution on the sci-
atic nerve: Microspheres with 50% Enantiomeric excess Bupi-
vacaine (MEB), microspheres with bupivacaine (MB), pure mi-
crospheres (PM), and 50% Enantiomeric excess Bupivacaine 
(EB).
After anesthetizing the rats by evaporation of halothane 
(2%-4%) in oxygen via face mask, manipulation could be per-
formed for injecting the solution directly on the sciatic nerve.
On 2, 4, 6, and 8 days after application of the solutions, the 
animals were euthanized by intraperitoneal injection of thio-
pental 2.5%; then the proximal end of the sciatic nerve was 
dissected and fixed in 3% glutaraldehyde of 0.4 M cacody-
late buffer and sent for processing at the Electron Microscopy 
Center at Universidade Federal do Paraná (UFPR).
The neurotoxic potential of the drug was evaluated by OM 
and TEM to investigate: demyelination, axonal degeneration, 
and signs of inflammation evidenced by infiltration of inflam-
matory cells.
The semi-fine sections (0.5 µm) were stained with tolui-
dine blue and the fields with good image quality were pho-
tographed and subjected to histomorphometry using Image 
Pro Plus version 4.5. the study  measured the diameter of 
10 axons per field photographed, with a total registration of 
the diameter of 100 axons per nerve. The ultrathin sections 
(70 nm) were stained with 2% uranyl acetate and Reynolds 
solution for later analysis using JEOL JEM - 1200 EX II at the 
Electron Microscopy Center, UFPR.
The sciatic nerves results obtained by histomorphometry 
were compared two by two using the nonparametric Mann-
Whitney test. The significance level was 0.05, and corrected 
by Bonferroni. As six comparisons of the groups were per-
formed two by two, the differences in which the p-value was 
lower than 0.008 were considered significant.
RESULTS
This study presents a systematic analysis of the toxicological 
effects on the peripheral nervous system between groups and 
solutions applied to the sciatic nerve in Wistar rats. TEM was 
used for ultrastructural analysis of the rats’ sciatic nerve in 
search of evidence on the neurotoxic effect of LA and micro-
spheres. Ultrastructural analysis was performed together with 
the histomorphometry under light microscopy for differences 
between the diameters of axons that could be interpreted as 
neurotoxicological changes.
Figure 1 – Semi-fine Sections of Nerves Blocked with Microspheres Containing 50% Enantiomeric Excess Bupivacaine.
Note the morphological characteristics of normal axons at this magnification. Axons are sectioned transversely and obliquely. The changes 
observed in some myelin sheaths are consistent with artifact of tissue processing. A: Mouse 30, second postoperative day; B: Mouse 4, fourth 
postoperative day; C: Mouse 11, sixth postoperative day; D: Mouse 23, eighth postoperative day. Staining: toluidine blue (100x objective).
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In semi-fine sections of all groups and at all times studied 
(2, 4, 6, and 8 days) fibers of normal aspect were seen within 
the fascicles (Figure 1). Small diameter axons with a thin my-
elin sheath and larger axons with thick myelin sheaths were 
also found. There was a regular homogeneous distribution of 
collagen fibers in the endoneurium. Degenerative changes 
of axons and myelin sheaths were not observed. Mast cells 
were observed in several semi-fine sections. Inflammatory 
cells in endoneurium or perineurium were not observed. The 
disarranged aspect of some myelin sheaths was interpreted 
as an artifact of tissue processing.
In ultrathin sections in all groups at all times (2, 4, 6, 
and 8 days), myelinated axons of normal aspect and ax-
ons unmyelinated involved by Schwann cells in structures 
designated as fibers of Remak were found (Figure 2). The 
axoplasm contained a homogeneous distribution of neu-
rofilaments with microtubules and occasional mitochon-
dria. In some sections, nuclei of Schwann cells associated 
with the internodes of myelin and fibers of Remak were 
visualized. Fibroblasts and mast cells were found in the 
endoneurium. In all sections examined collagen fibers in 
contact with the basement membrane of Schwann cells 
were clearly visible.
The semi-fine sections of sciatic nerves of each rat were 
photographed and processed for histomorphometric analysis 
using the program Image Pro Plus version 4.5. In each sciatic 
nerve, the diameters of 100 axons were recorded, and the 
selection criteria were the color and central position of axons 
in the field photographed. For statistical analysis, it was con-
sidered the mean of the 100 measurements for each rat.
Figure 2 – Electron Microscopy of Nerves Anesthetized with Microspheres Containing 50% Excess Enantiomeric Bupivacaine.
NOTE: Myelinated axons and fibers of Remak are seen (*) and in one of them the nucleus of Schwann cell is seen (N). Collagen bundles are 
seen between nerve fibers. Some of the myelin sheaths present lamellae deformation due to artifact of tissue processing. Microtubules and neu-
rofilaments are seen evenly distributed within the axon. A: Rat 2, second postoperative day. B: Rat 9, fourth postoperative day. C: Mouse 14, sixth 
postoperative day. D: Mouse 31, eighth postoperative day.
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The null hypothesis of equal results in both groups was 
tested by comparison versus the alternative hypothesis of dif-
ferent results. Table I presents the minimum, medium, and 
maximum diameter of axons, considering the 100 measure-
ments for each rat. It is noted that one of the rats in group M 
had the lowest mean of the group. It is also noticed that the M 
group showed a greater dispersion of results.
Table II shows the p-values of two by two group compari-
sons. We tested the null hypothesis of equal results in the two 
groups under comparison versus the alternative hypothesis of 
different results.
The toxicity of BP for cardiovascular and central nervous 
systems led to the research of new LA with similar blockade 
profile and less toxicity, which resulted in new preparations 
as the EB. In a study assessing the efficacy of sciatic nerve 
blockade in mice 3, the enantiomeric mixture of BP (S75-R25) 
was considered an alternative for the development of con-
trolled release formulations that are safer and more effective 
than BP (S50-R50 ).
Researches of controlled release LA formulations have 
shown promising results. Despite major advances in the de-
velopment of these formulations, studies are needed to evalu-
ate the local neurotoxicity in order to ensure their safe use in 
clinical routine 4.
The small sample size (n = 16) was due to several factors: 
firstly, the limitations arising from the new animal welfare 
guidelines and secondly from the financial constraints that a 
study using this methodology requires.
The sciatic nerve is the starting point for the in vivo study 
of LA, composing with the in vitro investigations the require-
ments of the pre-clinical phase of new compounds, before the 
stages of research in humans 5. The sciatic nerve of rat is a 
mammal experimental model well-established for searches on 
peripheral nerve toxicology 6.
The injection method was appropriate because, after the 
recovery of anesthetized limb proprioceptive function, the 
animals showed no motor or sensory sequelae. These goals 
were part of a study conducted in parallel in the same group 
of animals 7.
It is imperative that a drug be tested for peripheral neuro-
toxicity using established neuropathological techniques with 
higher sensitivity and resolution than the paraffin preparations 
stained with hematoxylin and eosin. Although useful for the 
assessment of more evident histological changes, OM may 
obscure recent changes among the axons, Schwann cells, 
and myelin that indicate neurotoxicological mechanisms 8.
Evidence of structural changes induced by drugs depends 
on ultrastructural analysis. The choice of study through analy-
sis of semi-fine and ultrafine sections can be considered the 
most appropriate because often the clinical and histological 
changes do not correspond to or are very subtle; thus only 
ultrastructural study allows the observation of discrete le-
sions 9-10. Given the need for a careful analysis in the search 
for axonal and demyelination damage, this study presents an 
evaluation of the ultrastructure of sciatic nerves.
Electron microscopy was indicated as a more sensitive test 
able to differentiate ultrastructural neurotoxic lesions 2. When 
evaluating the neurotoxic effects of six lipid formulations of dif-
ferent deposits consisting of a mixture of BP and lidocaine on 
rat sciatic nerve, tumefaction axonal, neuronal degeneration, 
and demyelination in nerves anesthetized with 64% BP and 
lidocaine at a proportion of 4:1 were observed through OM. 
Despite these findings, it was concluded that BP can be used 
as active compound of deposit formulations and suggested 
that its neurotoxic potential must be assessed by more sensi-
tive tests such as TEM. 
None of the samples of this study showed signs of neuro-
toxicity when analyzed by both OM and TEM.
The pathological process indicative of neurotoxicity most 
mentioned in literature is Wallerian degeneration, which was 
first described by Augustus Waller in 1850. It is a complex 
process triggered by axon damage and results in the de-
generation of the axon and its supporting cells, group known 
as nervous fiber. Initially, there is a grouping of organelles 
and other structures in the axoplasm, with increased swell-
ing and disintegration of the axon. Myelin disintegrates and 
is phagocytized by Schwann cells and macrophages, which 
are recruited in large numbers in response to increased tumor 
necrosis factor and proinflammatory proteins 8.
An increased permeability of blood-nerve barrier caused 
by LA can enhance the osmolarity of interstitial fluid, leading 
to reduced size axons or changes in concentration gradients 
of inorganic ions and, consequently, to decreased nerve con-
duction 1.
Table I – Descriptive Analysis of Mean Diameter of 100 
Measurements of Sciatic Nerve Axons of Rats in Different Groups
Group N Diameter (µm)
Mean Median Minimum Maximum SD
MEB 4 4.63 4.62 4.26 5.02 0.31
EB 4 5.33 5.21 5.00 5.91 0.42
MB 4 4.56 4.69 3.71 5.15 0.61
PM 3 3.96 4.56 1.90 4.83 1.39
MEB: rats given extraneural injections of microspheres with 50% enantiomeric 
excess bupivacaine (S75-R25); EB: rats given extraneural injections of (S75-
R25) alone; MB: rats given extraneural injections of microspheres with bupiva-
caine; PM: rats given extraneural injections of pure microspheres; n: number of 
rats per group; µm: micrometers.
Table II – P-values of Group Comparisons Two by Two
Groups compared p-value*
MEB x EB 0.057
MEB x MB 0.886
MEB x PM 0.886
EB x MB 0.114
EB x PM 0.029
MB x PM 0.686
MEB: rats given extraneural injections of microspheres with 50% enantiomeric 
excess bupivacaine (S75-R25); EB: rats given extraneural injections of (S75-
R25) alone; MB: rats given extraneural injections of microspheres with bupiva-
caine; PM: rats given extraneural injections of pure microspheres.
* Nonparametric Mann-Whitney test, p < 0.008.
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In this study, it was considered the hypothesis that the 
presence of the microspheres and slow release of LA would 
cause change in permeability of local blood vessels, making 
them more permeable and allowing the extravasation of os-
motically active proteins that are not normally found near the 
endoneurium and could attract water thus limiting the space 
of axons and endoneurial cells. In TEM images, however, 
distension of the intercellular and interaxonal space was not 
seen in the endoneurium, which would characterize the ex-
travasation of plasma.
Some authors 11 implanted matrix with microspheres in 
subcutaneous tissue of Wistar rats and observed that the mi-
crospheres began to degrade 15 days after the implant ap-
plication. However, in the present study, no microsphere was 
observed over the sciatic nerves studied, indicating that the 
deposited microspheres were already degraded two days af-
ter the application. One reason for this inconsistency lies in 
the matrix used in the production of microspheres.
Contrary to the myelin sheath instability demonstrated 
through TEM and x-ray by Mateu et al. 12 after tetracaine ap-
plication on isolated optic and sciatic nerves of rats, in this 
study there were no changes in cells of Schwann, such as 
vacuolization and cytoplasmic disintegration and cytoplasmic 
lipid droplets accumulation indicative of lipid metabolism inter-
ruption.
The possibility of an inflammatory reaction caused by the 
surgical procedure was excluded from this study, as the ap-
plication of the MEB was by transcutaneous injection.
There were no structural changes in the study after extra-
neural application of microspheres containing BP and EB. In 
another study 13 investigating the neurotoxicological effects of 
amitriptyline and BP in rat sciatic nerve, structural changes 
weren’t found either. Samples taken 1, 3, 5, and 7 days after 
drug applications were analyzed by OM and showed intact 
epineurium and endoneurium, organized nerve fibers, few in-
flammatory cells, and no significant Wallerian degeneration.
The LA used in the present study, alone or incorporated 
into microspheres, as well as the microspheres did not in-
duce histological or ultrastructural changes in sciatic nerves 
evaluated. In the obtained images the nerve structures (fibers, 
cells, and extracellular space) showed no changes: the axons 
showed homogeneous distribution of the cytoskeleton com-
ponents (microtubules and microfilaments), indicating that 
the diffusion of molecules occurred normally. Schwann cells 
showed no signs of intoxication that could be visualized as 
cytoplasmic edema and sheath rejection. However, it should 
be pointed out that Schwann cells are very resistant elements 
that recover quickly from an injury regardless of the offending 
agent 14. The rats euthanized at the evaluated times (2, 4, 6, 
and 8 days post-injection) showed no changes in these cells.
Myelin sheaths were normal with eventual changes ex-
plained as resulting from artifact of tissue processing. The 
peripheral nervous system, although with characteristics dif-
ferent from those of central nervous system (notably by the 
presence of extracellular collagenic matrix in the first) is a deli-
cate tissue. This means that manipulation can induce artifacts 
in fascicles and sheaths, which complicates image interpreta-
tion 15.
In many semi-fine and ultrafine sections fibroblasts and col-
lagen fibers were seen, which characterizes the normal mor-
phology of the nerve. Occasional mast cells filled with granules 
were also seen. Mast cells proliferate in any type of damage to 
the peripheral nerves, although the real cause of this prolifera-
tion and the role it would play are still unknown 14. There was 
no proliferation of these cells in the analyzed sections.
Presence of inflammatory cells, which would be abundant 
in case of injury to axons or myelin, was not observed in any 
of the sections 16. The absence of visible changes in ultra-
structure by day 8 post-injection suggests that there will be 
no changes when using the same anesthetics on long-term 
basis.
However, the results obtained with a drug should be care-
fully extrapolated to another drug even if they are structurally 
similar 17. Moreover, multiple factors interfere with the release 
of LA by polymeric microsphere, such as the nature and mo-
lecular weight of polymer.
Considering that one of the signs of accidental intraneu-
ral injection is the resistance to needle insertion or increased 
pressure required for LA injection, the hypothesis that this 
type of technical failure have occurred in this experiment can 
be discarded, as the anesthesiologist did not report such oc-
currences. Furthermore, no sample of this study showed evi-
dence of Wallerian degeneration of the fibers within the fas-
cicles and perineurium. Only high-pressure injections could 
cause detectable neurological deficit and histological damage 
to the fascicles.
Histomorphometry was performed to measure possible 
changes in the diameter of axons, taking into account that 
the beginning of the Wallerian degeneration process causes 
edema and subsequent axonal disintegration.
Histomorphometric analysis of axons revealed a trend to-
ward significant difference between EB and PM groups due to 
the difficulty in obtaining homogeneous cross-sections of ax-
ons (visible in selected images). Note that in some semi-fine 
sections, axonal guidance was oblique, leading to a distor-
tion in measurement results. One way to minimize the conse-
quences of a biased analysis due to different axon presenta-
tions would be the individual study of the relationship between 
axon diameter and myelin sheath thickness.
In this study, acute application of microspheres with BP 
and EB on sciatic nerve of rats had no deleterious effects 
on nerves. Similarly, PM and EB caused no ultrastructural 
changes in the nerves studied.
CONCLUSION
None of the groups had histopathological changes of axons 
and myelin, indicating absence of inflammation. In conclu-
sion, under the conditions of this study, the application of mi-
crospheres with BP and EB on sciatic nerve of Wistar rats 
does not cause direct neurotoxic changes.
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INTRODUÇÃO 
A administração de anestésico local (AL) diretamente sobre 
nervos ou troncos nervosos para bloquear a percepção da 
dor pelo paciente é uma técnica eficaz. Os mecanismos fi-
siológicos da neurotoxicidade causada pelos AL foram rela-
cionados à inibição do transporte axonal, desestabilização do 
citoesqueleto axonal, degeneração axonal e isquemia neu-
ral 1. No entanto, poucos estudos descreveram o mecanismo 
responsável pela injúria e se a injúria é causada direta ou 
indiretamente pelo AL.
Alguns autores 2 comprovaram que concentrações maio-
res de lidocaína e bupivacaína (BP) promovem bloqueio mais 
duradouro em nervos ciáticos de ratos, no entanto, são cla-
ramente neurotóxicas sob análise histopatológica. Esses re-
sultados sugerem a existência de uma relação entre tempo 
prolongado de anestesia e lesão neurotóxica.
Estudos investigaram a farmacodinâmica e farmacociné-
tica da intoxicação aguda provocada por ALs e, apesar de 
existirem relatos na literatura sobre neurotoxicidade 1, não 
existem estudos experimentais in vivo sobre o uso de micro-
esferas de bupivacaína em excesso enantiomérico de 50% 
(S75-R25), bem como da avaliação morfológica dos efeitos 
neurotóxicos desse anestésico por microscopia óptica (MO) 
ou eletrônica (ME).
Este estudo teve o objetivo de investigar os efeitos citotó-
xicos das microesferas de ácido poliláctico-co-glicólico puras 
em nervo ciático de ratos Wistar, preenchidas com bupivaca-
ína em excesso enantiomérico de 50% (S75-R25) e com BP, 
assim como da bupivacaína em excesso enantiomérico de 
50% (S75-R25).
MÉTODOS
A população da pesquisa foi constituída por 16 ratos Wistar 
machos com, aproximadamente, três meses de idade e 300 g 
de peso médio, provenientes do Biotério da Universidade Po-
sitivo. Durante todo o período de experimentação, os animais 
foram mantidos em sala climatizada (temperatura média de 
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Análise do Potencial Citotóxico Agudo da Bupivacaína e 
Bupivacaína em Excesso Enantiomerico de 50% (S75-R25) 
Incorporadas a Microesferas sobre o Nervo Ciático de Ratos
Pedro Paulo Tanaka 1, Maria Fernanda Torres 2, Sergio Bernardo Tenorio 3
Resumo: Tanaka PP, Torres MF, Tenorio SB – Análise do Potencial Citotóxico Agudo da Bupivacaína e Bupivacaína em Excesso Enantiomerico 
de 50% (S75-R25) Incorporadas a Microesferas sobre o Nervo Ciático de Ratos.
Justificativa e objetivos: A duração do efeito dos anestésicos locais (AL) pode ser ampliada pela sua incorporação aos sistemas de liberação 
prolongada como microesferas. No entanto, a possibilidade de que os sistemas de liberação prolongada de AL sejam neurotóxicos não tem re-
cebido a devida atenção na literatura. Este estudo teve o objetivo de investigar os efeitos de microesferas de ácido poliláctico-co-glicólico puras, 
preenchidas com bupivacaína em excesso enantiomérico de 50% ou com bupivacaína (BP), assim como os efeitos da bupivacaína em excesso 
enantiomérico de 50% em nervo ciático de ratos Wistar. 
Método: Os ratos foram alocados em quatro grupos de acordo com o tempo de avaliação (dois, quatro, seis e oito dias) e denominados conforme 
a solução injetada sobre o nervo ciático: microsferas com bupivacaína em excesso enantiomérico de 50% (MBE), microesferas com bupivacaína 
(MB); microesferas puras (MP) e bupivacaína em excesso enantiomérico de 50% (BE). 
Resultados: Nos cortes histológicos semifinos observou-se distribuição regular homogênea nas fibras de colágeno no endoneuro e nenhuma 
alteração degenerativa dos axônios ou das bainhas de mielina foi constatada. Nos cortes ultrafinos foram observados axônios mielinizados e 
fibras de Remak de aspecto normal com axoplasma apresentando distribuição homogênea de neurofilamentos e microtúbulos. A análise histo-
morfométrica dos axônios não revelou diferença significativa entre os diâmetros dos axônios dos grupos estudados. 
Unitermos: ANESTÉSICOS, Local, bupivacaína, bupivacaína (S75-R25), toxicidade; ANIMAL, Rato.
©2012 Elsevier Editora Ltda. 
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ANÁLISE DO POTENCIAL CITOTÓXICO AGUDO DA BUPIVACAÍNA E BUPIVACAÍNA EM EXCESSO ENANTIOMERICO DE 50% (S75-R25) 
INCORPORADAS A MICROESFERAS SOBRE O NERVO CIÁTICO DE RATOS
22oC) com fotoperíodo de 12 horas, livre acesso à água e à 
ração. O projeto deste estudo foi aprovado pelo Comitê de 
Ética no Uso de Animais da Universidade Positivo.
Os experimentos foram realizados em ambiente tranquilo 
e conduzidos por um mesmo pesquisador que desconhecia a 
droga injetada. Os ratos foram separados em quatro grupos 
de quatro animais denominados de acordo com a solução in-
jetada sobre o nervo ciático em: microsferas com bupivacaína 
em excesso enantiomérico de 50% (MBE), microesferas com 
bupivacaína (MB); microesferas puras (MP), e bupivacaína 
em excesso enantiomérico de 50% (BE).
Após a anestesia dos ratos pela vaporização de halotano 
entre 2% a 4% em oxigênio por máscara facial, foi possível 
a manipulação para injeção da solução diretamente sobre o 
nervo ciático.
Após o 2º, 4º, 6º e 8º dias da aplicação das soluções, os 
animais foram eutanasiados por injeção intraperitoneal de 
Tiopental 2,5% e, em seguida, a extremidade proximal do 
nervo ciático foi dissecada e fixada em solução de glutaral-
deído 3% em tampão cacodilato 0,4 M e encaminhada para 
processamento no Centro de Microscopia Eletrônica da Uni-
versidade Federal do Paraná (UFPR).
A avaliação do potencial neurotóxico da droga foi feita em 
MO e ME de transmissão (MET) investigando-se: desmielini-
zação, degeneração axonal e sinais de inflamação evidencia-
dos por infiltração de células inflamatórias.
Os cortes semifinos (0,5 µm) foram corados pelo azul de 
toluidina e os campos que apresentaram boa qualidade de 
imagem foram fotografados e submetidos à histomorfome-
tria pela aplicação do programa Image Pro Plus versão 4,5. 
Realizou-se a medição do diâmetro de 10 axônios por campo 
fotografado totalizando o registro do diâmetro de 100 axônios 
por nervo.
Os cortes ultrafinos (70 nm) foram corados com Uranila 
a 2% e solução de Reynolds para posterior análise no mi-
croscópio JEOL JEM – 1.200 EX II do Centro de Microscopia 
Eletrônica da UFPR.
Os resultados obtidos pela histomorfometria dos nervos 
ciáticos foram comparados dois a dois por meio do teste não 
paramétrico de Mann-Whitney. O nível de significância con-
siderado foi de 0,05, sendo corrigido por Bonferroni. Em fun-
ção de serem efetuadas seis comparações dos grupos dois 
a dois, serão consideradas diferenças significativas aquelas 
para os quais o valor de p for menor que 0,008. 
RESULTADOS
Este estudo apresenta uma análise sistemática dos efeitos 
toxicológicos sobre o sistema nervoso periférico entre os 
grupos estudados entre as soluções aplicadas sobre nervo 
ciático de ratos Wistar. Utilizou-se a MET para a análise ul-
traestrutural de nervo ciático de ratos Wistar em busca de 
evidências sobre o efeito neurotóxico desses AL e das pró-
prias microesferas. Aliada à análise ultraestrutural foi reali-
zada histomorfometria sob microscopia de luz em busca de 
diferenças entre os diâmetros dos axônios que pudessem ser 
interpretadas como alteração neurotoxicológica.
Nos cortes semifinos de todos os grupos e em todos os 
tempos estudados (2, 4, 6 e 8 dias), ilustrados na Figura 1, 
são observadas fibras de aspecto normal dentro dos fascícu-
los. Pode-se ver axônios com diâmetro pequeno, com uma 
bainha de mielina fina, e axônios maiores com bainha de mie-
lina espessa. Há uma distribuição regular homogênea nas 
fibras de colágeno no endoneuro. Não são observadas alte-
rações degenerativas dos axônios ou das bainhas de mieli-
na. Em vários cortes semifinos foram observados mastócitos. 
Não foram observadas células inflamatórias no endoneuro ou 
no perineuro. O aspecto desarranjado de algumas bainhas de 
mielina é interpretado como artefato de processamento. 
Nos cortes ultrafinos em todos os grupos de todos os tem-
pos (2, 4, 6 e 8 dias), ilustrados na Figura 2, são observados 
axônios mielinizados de aspecto normal e axônios não mielini-
zados envolvidos por células de Schwann em estruturas desig-
nadas como fibras de Remak. O axoplasma contém uma dis-
tribuição homogênea de neurofilamentos e microtúbulos com 
ocasionais mitocôndrias. Em alguns cortes, são visualizados 
núcleos das células de Schwann associadas com o internodo 
de mielina e com as fibras de Remak. É constatada a presença 
de fibroblastos e mastócitos no endoneuro. Em todos os cortes 
examinados, são conspícuas as fibras de colágeno em contato 
com a membrana basal das células de Schwann. 
Os cortes semifinos dos nervos ciáticos de cada rato fo-
ram fotografados e submetidos à análise histomorfométrica 
com auxílio do programa Image Pro Plus versão 4,5. Em cada 
nervo ciático foram registrados os diâmetros de 100 axônios, 
considerando-se como critério de seleção do axônio a colo-
ração e o posicionamento central dos axônios no campo fo-
tografado. Para a análise estatística, foi considerada a média 
das 100 medidas obtidas em cada rato.
Testou-se a hipótese nula de resultados iguais nos dois 
grupos sob comparação, versus a hipótese alternativa de re-
sultados diferentes. A Tabela I apresenta os diâmetros mí-
nimo, máximo e médio dos axônios, considerando as 100 
medições para cada um dos ratos. Nota-se que um dos ratos 
do grupo M apresentou a menor média do grupo. Observa-se 
também que o grupo M apresentou uma maior dispersão dos 
resultados.
Tabela I – Estatística Descritiva do Diâmetro Médio das 100 
Medições dos Axônios do Nervo Ciático dos Ratos dos Diferentes 
Grupos
Grupo n Diâmetro (µm)
Média Mediana Mínimo Máximo DP
MBE 4 4,63 4,62 4,26 5,02 0,31
BE 4 5,33 5,21 5,00 5,91 0,42
MB 4 4,56 4,69 3,71 5,15 0,61
MP 3 3,96 4,56 1,90 4,83 1,39
MBE: ratos que receberam injeção extraneural de microesferas de bupivacaína 
em excesso enantiomérico de 50% (S75-R25); BE: ratos que receberam injeção 
extraneural de (S75-R25) livre; MB: ratos que receberam injeção extraneural de 
microesferas de BP; MP: ratos que receberam injeção extraneural de microesfe-
ras puras; n: número de ratos por grupo; µm: micrômetros.
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Na Tabela II são apresentados os valores de p das compa-
rações dos grupos dois a dois. Testou-se a hipótese nula de 
resultados iguais nos dois grupos sob comparação, versus a 
hipótese alternativa de resultados diferentes.
Tabela II – Valores de p nas Comparações dos Grupos dois a dois
Grupos sob comparação Valor de p*
MBE x BE 0,057
MBE x MB 0,886
MBE x MP 0,886
BE x MB 0,114
BE x MP 0,029
MB x MP 0,686
MBE: ratos que receberam injeção extraneural de microesferas de bupivacaí-
na em excesso enantiomérico de 50% (S75 – R25); BE: ratos que receberam 
injeção extraneural de (S75 – R25) livre; MB: ratos que receberam injeção ex-
traneural de microesferas de BP; MP: ratos que receberam injeção extraneural 
de microesferas puras.
*Teste não paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,008.
DISCUSSÃO
A toxicidade da BP para os sistemas nervoso central e cardio-
vascular levou à pesquisa de novos ALs com perfil semelhan-
te de bloqueio e menos tóxicos, surgindo novas preparações 
como a bupivacaína em excesso enantiomérico de 50%. Em 
estudo sobre a avaliação da eficácia do bloqueio de nervo 
ciático de camundongos 3, a mistura enantiomérica de BP 
(S75-R25) foi considerada como uma alternativa para o de-
senvolvimento de formulações de liberação controlada mais 
seguras e eficazes do que a BP (S50-R50).
Pesquisas com formulações de AL de liberação controlada 
têm mostrado resultados promissores. Apesar dos grandes 
avanços no desenvolvimento dessas formulações, ainda são 
necessários estudos para a avaliação da neurotoxicidade local 
de forma a garantir sua utilização segura na rotina clínica 4.
O uso de um número pequeno de animais (n = 16) deve-se 
a vários fatores: por um lado as limitações decorrentes das 
novas diretrizes de bem-estar animal e, por outro, as limita-
ções financeiras que um estudo com a metodologia desen-
volvida exige.
Figura 1 – Cortes Semifinos dos Nervos Bloqueados com Microesferas Contendo Bupivacaína em Excesso Enantiomérico de 50%. 
Observam-se nas fotografias as características morfológicas normais dos axônios nessa magnificação. Os axônios estão seccionados transver-
salmente e obliquamente. As alterações observadas em algumas bainhas de mielina são consistentes com artefatos de processamento. A: Rato 
30, 2º dia PO; B: Rato 4, 4º dia PO; C: Rato 11, 6º dia PO; D: Rato 23, 8º dia PO. Coloração: azul de toluidina. Objetiva 100X.
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O nervo ciático é o ponto de partida para o estudo in vivo 
de AL compondo com as investigações in vitro os requisitos 
da fase pré-clínica de novos compostos, antes das fases de 
investigação no ser humano 5. O nervo ciático de rato é um 
modelo experimental mamífero bem-estabelecido para pes-
quisas sobre toxicologia de nervo periférico 6. 
A metodologia da injeção foi adequada porque, após a re-
cuperação da capacidade proprioceptiva do membro aneste-
siado, os animais não mostraram sequelas motoras ou sen-
soriais. Objetivos estes que fizeram parte de estudo realizado 
em paralelo no mesmo grupo de animais 7.
É imperativo que uma droga seja testada para neurotoxi-
cidade periférica empregando-se técnicas neuropatológicas 
estabelecidas com maiores sensibilidade e resolução que as 
preparações de parafina coradas com hematoxilina e eosina. 
Embora seja útil para a avaliação de alterações histológicas 
mais evidentes, a MO pode ocultar alterações recentes entre 
os axônios, células de Schwann e mielina que indiquem me-
canismos neurotoxicológicos 8.
A comprovação de alterações estruturais induzidas por 
drogas depende da análise ultraestrutural. A escolha do estu-
do por análise de cortes semifinos e ultrafinos pode ser con-
siderada a mais apropriada, pois muitas vezes, as alterações 
clínicas não correspondem com as alterações histológicas, 
ou são muito tênues, portanto, somente o estudo ultraestrutu-
ral permite observar lesões discretas 9-10.
Tendo em vista a necessidade de uma análise criteriosa 
em busca de lesão axonal e desmielinização, o presente es-
tudo apresenta a avaliação da ultraestrutura de nervos ciá-
ticos.
Figura 2 – Ultramicrografias Eletrônicas dos Nervos Ciáticos Anestesiados com Microesferas Contendo Bupivacaína em Excesso Enantiomé-
rico de 50%. 
NOTA: São observados axônios mielinizados e fibras de Remak (*) e em uma delas é visualizado o núcleo da célula de Schwann (N). Entre as 
fibras nervosas, observam-se feixes de colágeno. Algumas das bainhas de mielina apresentam deformação das lamelas decorrentes de artefa-
tos de processamento. No interior dos axônios são observados microtúbulos e neurofilamentos com distribuição homogênea. A: Rato 2, 2º dia 
PO. B: Rato 9, 4º dia PO. C: Rato 14, 6º dia PO. D: Rato 31, 8º dia PO.
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A microscopia eletrônica foi indicada como um teste mais 
sensível capaz de diferenciar lesões neurotóxicas ultraestru-
turais 2. Ao avaliar os efeitos neurotóxicos de seis formulações 
lipídicas de depósito diferentes constituídas por uma mistura 
de BP e lidocaína sobre nervo ciático de ratos, observou-se, 
através de MO, tumefação axonal, degeneração neuronal e 
desmielinização em nervos anestesiados com 64% de BP 
e lidocaína na proporção de 4:1. Apesar desses achados, 
concluiu-se que a BP pode ser usada como composto ativo 
de formulações de depósito e sugeriu-se que o seu potencial 
neurotóxico deve ser avaliado por testes mais sensíveis, tal 
como a MET.
Em nenhuma das amostras deste estudo apresentou sinal 
de neurotoxicidade quando analisadas tanto por MO quanto 
por ME.
O processo patológico indicativo de neurotoxicidade mais 
mencionado na literatura é a degeneração walleriana que foi 
descrita pela primeira vez por Augustus Waller em 1850. É um 
processo complexo desencadeado por uma injúria ao axônio 
e resulta na degeneração do axônio e das suas células de 
suporte, conjunto conhecido como fibra nervosa. Inicialmen-
te, ocorre agrupamento de organelas e outras estruturas do 
axoplasma, evoluindo o edema do axônio e desintegração. A 
mielina se desintegra e, depois, é fagocitada pelas células de 
Schwann e por macrófagos que são recrutados em grande 
número, em resposta ao aumento do fator de necrose tumoral 
e de proteínas pró-inflamatórias 8.
Um aumento da permeabilidade da barreira hematoneu-
ral provocados pelos ALs pode aumentar a osmolaridade do 
fluido intersticial, levando à redução do tamanho dos axônios 
ou à alteração dos gradientes de concentração dos íons inor-
gânicos e, consequentemente, à diminuição da condução 
nervosa 1.
Neste estudo, foi considerada a hipótese de que a pre-
sença das microesferas e a liberação lenta do AL causariam 
alteração da permeabilidade dos vasos sanguíneos locais, 
tornando-os mais permeáveis e permitindo o extravasamen-
to de proteínas osmoticamente ativas que normalmente não 
são encontradas próximas ao endoneuro e que poderiam 
atrair água e limitar, dessa forma, o espaço dos axônios e cé-
lulas endoneurais. Nas imagens de ME, contudo, não foi vista 
distensão do espaço interaxonal e intercelular no endoneuro, 
que caracterizaria o extravasamento de plasma.
Alguns autores 11 implantaram matriz com microesferas 
no tecido subcutâneo de ratos Wistar e observaram que as 
microesferas começaram a se degradar 15 dias após a apli-
cação do implante. No entanto, no presente estudo, nenhuma 
microesfera foi observada sobre os nervos ciáticos estuda-
dos, indicando que as microesferas depositadas já estavam 
degradadas dois dias após a sua aplicação. Uma razão para 
essa discordância reside na matriz utilizada na produção das 
microesferas. 
Ao contrário da instabilidade da bainha de mielina demons-
trada através de ME e raio-X por Mateu e col. 12 após a apli-
cação de tetracaína sobre nervo óptico e ciático isolado de 
ratos, neste estudo não foram evidenciadas alterações nas 
células de Schwann, que incluem: vacuolização e desintegra-
ção citoplasmáticas e acúmulo de gotículas de gordura no ci-
toplasma indicativas de interrupção do metabolismo lipídico.
A possibilidade de reação inflamatória causada por proce-
dimento cirúrgico foi afastada deste estudo considerando que 
a aplicação das microesferas e da bupivacaína em excesso 
enantiomérico de 50% foi por injeção transcutânea.
Nenhuma alteração estrutural foi observada no presente 
estudo após a aplicação extraneural de microesferas conten-
do BP e BP em excesso enantiomérico de 50%. Em outro 
estudo 13 também não foram encontradas anormalidades na 
investigação dos efeitos neurotoxicológicos da amitriptilina e 
da BP em nervo ciático de rato. As amostras que foram reti-
radas após 1, 3, 5 e 7 dias da da aplicação das drogas foram 
analisadas sob MO e apresentavam epineuro e endoneuro 
intactos, fibras nervosas organizadas, poucas células infla-
matórias e insignificante degeneração walleriana.
Os ALs empregados no presente estudo, livres ou incor-
porados às microesferas, bem como as próprias microesfe-
ras, não induziram alterações histológicas ou ultraestruturais 
nos nervos ciáticos avaliados. Nas imagens obtidas, as es-
truturas nervosas (fibras, células e espaço extracelular) não 
mostraram alterações: os axônios apresentaram distribuição 
homogênea de componentes do citoesqueleto (microtúbulos 
e microfilamentos), indicando que a difusão das moléculas 
ocorria normalmente. As células de Schwann não mostraram 
sinais de intoxicação que poderiam ser visualizados sob a 
forma de edema do citoplasma e rejeição das bainhas. Con-
tudo, convém apontar que, as células de Schwann são ele-
mentos muito resistentes que se recuperam rapidamente de 
uma agressão, independentemente do agente agressor 14. Os 
ratos eutanasiados nos tempos estudados (2, 4, 6 e 8 dias 
pós-injeção) não apresentaram alteração dessas células.
As bainhas de mielina apresentaram aspecto normal com 
eventuais deformidades explicadas como decorrentes de 
artefato de processamento. O sistema nervoso periférico, 
embora com características diferentes do sistema nervoso 
central (notadamente pela presença de matriz extracelular 
colagênica no primeiro), é um tecido delicado. Isto significa 
que a manipulação pode induzir artefatos nas bainhas e nos 
fascículos, o que dificulta a interpretação das imagens 15.
Em vários cortes semifinos e ultrafinos foram visualizados 
fibroblastos e feixes de fibras colágenas, o que caracteriza 
a morfologia normal do nervo. Também foram observados 
ocasionais mastócitos repletos de grânulos. Em qualquer tipo 
de agressão aos nervos periféricos, os mastócitos proliferam, 
sem que se conheça ainda a real causa dessa proliferação e 
a função que ela desempenharia 14. Nos cortes analisados, 
não foi detectada proliferação dessas células.
Em nenhum dos cortes foi observada a presença de cé-
lulas inflamatórias que seriam abundantes no caso de lesão 
aos axônios ou à mielina 16. A ausência de alterações obser-
váveis na ultraestrutura até o 8º dia pós-injeção sugere que 
não haverá alterações quando da aplicação a longo prazo 
dos mesmos anestésicos.
No entanto, os resultados obtidos com uma droga devem 
ser cuidadosamente extrapolados para outra mesmo que 
sejam estruturalmente semelhantes 17. Além disso, múltiplos 
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fatores interferem na liberação do AL pela microesfera poli-
mérica como a natureza e o peso molecular do polímero.
Considerando que um dos sinais da injeção intraneural aci-
dental é a resistência à introdução da agulha ou aumento da 
pressão necessária para a injeção do AL, é possível afastar a 
hipótese de ter ocorrido esse tipo de falha técnica no presen-
te experimento uma vez que o anestesiologista não relatou 
tais ocorrências. Além disso, nenhuma amostra desse estudo 
apresentou evidências de degeneração walleriana das fibras 
dentro dos fascículos ou do perineuro. Apenas injeções com 
alta pressão causariam déficit neurológico detectável e alte-
rações histológicas da lesão aos fascículos. 
O objetivo da histomorfometria foi mensurar possíveis alte-
rações do diâmetro dos axônios considerando que o início do 
processo de degeneração walleriana provoca edema inicial e 
posterior desintegração axonal.
A análise histomorfométrica dos axônios revelou uma ten-
dência à diferença significativa entre os grupos BE e MP em 
função da dificuldade encontrada para obter cortes transver-
sais homogêneos dos axônios (visível nas imagens selecio-
nadas). Pode-se observar que, em alguns cortes semifinos, a 
orientação axonal foi oblíqua, o que levou a uma distorção no 
resultado das medições. Uma maneira de minimizar as con-
sequências de uma análise tendenciosa devido às diferentes 
apresentações dos axônios seria o estudo individual da rela-
ção diâmetro do axônio/espessura da bainha de mielina.
Nas condições deste estudo, a aplicação aguda de micro-
esferas com bupivacaína e bupivacaína em excesso enantio-
mérico de 50% sobre nervo ciático de ratos Wistar não apre-
sentou efeitos deletérios aos nervos. Da mesma forma, as 
microesferas puras e a bupivacaína em excesso enantiomé-
rico de 50% não provocaram alterações ultraestruturais dos 
nervos estudados.
CONCLUSÃO
Em nenhum dos grupos foram observadas alterações his-
topatológicas dos axônios e da mielina, indicando que não 
houve inflamação. Concluiu-se que, nas condições deste es-
tudo, a aplicação de microesferas com BP e BP em excesso 
enantiomérico de 50% sobre o nervo ciático de ratos Wistar 
não causa alterações neurotóxicas diretas.
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Resumen: Tanaka PP, Torres MF, Tenorio SB – Análisis del Poten-
cial Citotóxico Agudo de la Bupivacaína y Bupivacaína en Exceso 
Enantiomérico de 50% (S75-R25) Incorporadas a Microesferas sobre 
el Nervio Ciático de Ratones.
Justificativa y objetivos: La duración del efecto de los anestésicos 
locales (AL), puede ser ampliada por su incorporación a los sistemas 
de liberación prolongada como microesferas. Sin embargo, la posibi-
lidad de que los sistemas de liberación prolongada de AL sean neuro-
tóxicos, no ha recibido la debida atención en la literatura. Este estudio 
tuvo el objetivo de investigar los efectos de microesferas de ácido 
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poliláctico-co-glicólico puras, rellenados con bupivacaína en exceso 
enantiomérico de 50% o con bupivacaína (BP), como también los 
efectos de la bupivacaína en exceso enantiomérico de 50% en nervio 
ciático de ratones Wistar. 
Método: Los ratones se dividieron en cuatro grupos de acuerdo 
con el tiempo de evaluación (dos, cuatro, seis y ocho días), y fueron 
denominados conforme a la solución inyectada sobre el nervio ciáti-
co: microesferas con bupivacaína en exceso enantiomérico de 50% 
(MBE), microesferas con bupivacaína (MB); microesferas puras (MP) 
y bupivacaína en exceso enantiomérico de 50% (BE). 
Resultados: En los cortes semifinos se observó la distribución regular 
homogénea en las fibras de colágeno en el endoneuro y no se compro-
bó ninguna alteración degenerativa de los axones o de las vainas de 
mielina. En los cortes ultrafinos fueron observados axones mielinizados 
y fibras de Remak de aspecto normal con axoplasma presentando una 
distribución homogénea de neurofilamentos y microtúbulos. El análisis 
histomorfométrico de los axones no reveló diferencias significativas en-
tre los diámetros de los axones de los grupos estudiados. 
Descriptores: ANESTÉSICOS, Local, bupivacaína, bupivacaína 
(S75-R25), toxicidad; ANIMALES, Ratón.
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